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Box PCT 

Washington, D.C.20231 
ETATS-UNIS D'AMERIQUE 

in lib LidpaLiiiy db fcfietAcu uihug 
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International application No. 
PCT/DE99/02816 


Applicant's or agent's file reference 

PCT/Bioserv 06 


International filing date (day/month/year) 

03 September 1999 (03.09.99) 


Priority date (day/month/year) 

08 September 1998 (08.09.98) 


Applicant 

HEINRICH, Hans-Werner et al 



1. The designated Office is hereby notified of its election made: 

| X | in the demand filed with the International Preliminary Examining Authority on: 
07 April 2000 (07.04.00) 

| | in a notice effecting later electron filed with the International Bureau on: 



The election 



0 
□ 



was not 



made before the expiration of 19 months from the priority date or, where Rule 32 applies, within the time limit under 
Rule 32.2(b). 



The International Bureau of WIPO 


Authorized officer 


34, chemin des Colombettes 


R. Forax 


1211 Geneva 20. Switzerland 


Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 


Telephone No.: (41-22) 338.83.38 
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VERTRAG UBER 
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INTERNATIONALE ZUSAICTENARBEIT AUF DEM 
GEBIET DES PATENTWESENS 

PCT 




INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
PCT/Bioserv 06 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/DE99/02816 



WEITERES VORGEHEN 



siehe Mitteilung uber die Ubersendung des internationalen 
vorlaufigen Priifungsbericht (Formblatt PCT/IPEA/416) 



Internationales Anme\de<laXum(Tag/Monat/Jahr) 
03/09/1 999 



Internationale Patentklassification (IPK) Oder nationale Klassifikation und IPK 
G01N33/573 



Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
08/09/1 998 



Anmelder 

PRIVATES INSTITUT BIOSERV GMBH et al. 



1. Dieser internationale vorlaufige Priifungsbericht wurde von der mit der Internationale vorlaufigen Prufung beauftragte 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 ubermittelt. 



2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 6 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 

IS AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Anlagen umfassen insgesamt 3 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 

I S Grundlage des Berichts 

II □ Prioritat 

□ Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 

□ Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

H Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderische Tatigkeit und der 
gewerbliche Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

□ Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

□ Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 
Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



III 
IV 
V 

VI 
VII 

VIM 



Datum der Einreichung des Antrags 



07/04/2000 



Name und Postanschritt der mit der internationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 
Europaisches Patentamt 

D-80298 Munchen 
. Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax: +49 89 2399 - 4465 



Datum der Fertigstellung dieses Berichts 
05.12.2000 



Bevollmachtigter Bediensteter 
Barz, W 

Tel. Nr. +49 89 2399 7320 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/DE99/0281 6 



I. Grundlag d s Berichts 

1 . Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundlage {Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine Aufforderung nach 
Artikef 14 hin vorgelegt wurden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich eingereicht" und sind ihm 
nicht beigefugt, weii sie keine Anderungen enthalten.): 
Beschreibung, Seiten: 

1 -1 1 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

1-18 eingegangen am 20/1 0/2000 mit Schreiben vom 1 6/1 0/2000 



2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen Behorde in der Sprache: , zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache eingereicht; 
dabei handelt es sich urn 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

□ in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, dass das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, dass die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 
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5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 
angegebenen Grunden nach Auffassung der Behdrde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 



6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und d r 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stiitzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 1-18 

Nein: Anspruche 

Erfinderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche * 1 -1 8 

Nein: Anspruche 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1-18 

Nein: Anspruche 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 



VIII. Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 
siehe Beiblatt 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/DE99/0281 6 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



PUNKT I: 

Die veranderten Anspruche gehen nicht iiber den Offenbarungsgehalt der 
urspriinglichen internationalen Anmeldung hinaus und erfullen somit die 
Erfordernisse des Artikels 34 (2)(b) PCT. 

PUNKT V : 

Es wird auf folgendes Dokument verwiesen: 

D1 : US-A-5 622 837 (Scheefers H. et al.); in der Anmeldung erwahnt; 
22. April 1997 



1. NEUHEIT 

Die Anspruche 1-19 entsprechen aus folgenden Griinden den Erfordernissen 
des Artikels 33(2) PCT: 

1.1 Die Anspruche 1-6 sind neu, weil der verfiigbare Stand der Technik (D1) lediglich 
die Bestimmung eines pankreatischen Elastase-lsoenzyms (Elastase 1) offenbart 
(Zusammenfassung; Anspruche 1-5). 

1 .2 Aus analogen Griinden sind auch die Anspruche 7 und 17-19 neu im Sinne des 
Artikels 33(2) PCT. 

1 .3 Auch die Anspruche 8-10 sind neu, weil die Verwendung der erfindungsgemaBen 
Peptide zur Antikdrpergewinnung im verfugbaren Stand der Technik nicht 
offenbart ist. 

1.4 Aus analogen Griinden sind auch die Anspruche 11-16 neu im Sinne des Artikels 
33(2) PCT. 
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2. ERFINDERISCHE TATIGKEIT 

Die Anspruche 1-19 entsprechen aus folgenden Grunden auch den 
Erfordernissen des Artikels 33(3) PCT: 

2.1 Im Vergleich zu Dokument D1 , das als nachstliegender Stand der Technik 
angesehen wird, unterscheidet sich das Verfahren des vorliegenden Anspruchs 
1 dadurch, daf3 der Gesamtgehalt aller bekannten pankreatischen Elastasen 
bestimmt wird. Dieser Unterschied fiihrt dazu, daB auch solche Elastase- 
Isoenzyme erfaBt werden, die mit dem herkommlichen Elastase 1-ELISA nicht 
nachgewiesen werden konnen. Die mit Anspruch 1 der vorliegenden Erfindung zu 
losende Aufgabe kann somit darin gesehen werden, ein diagnostisches Verfahren 
bereitzustellen, das alle bekannten Elastase- Isoenzyme bestimmt. Da der Stand 
der Technik keinerlei Hinweise auf die in Anspruch 1 vorgeschlagene Losung zu 
enthalten scheint, kann Anspruch 1 als erfinderisch betrachtet werden (Artikel 
33(3) PCT). 

2.2 Die Anspriiche 2-6 sind von Anspruch 1 abhangig und erfullen damit ebenfalls 
die Erfordernisse des PCT in bezug auf erfinderische Tatigkeit. 

2.3 Auch die Anspruche 7 und 17-19 scheinen erfinderisch im Sinne des Artikels 
33(2) PCT zu sein, weil die Verwendung der erfindungsgemaBen Antikorper die 
Bestimmung aller bekannten Elastase-lsoenzyme erlaubt. 

2.4 Analoge Argumente gelten fur die Verfahren der Anspruche 8-10: Im Vergleich 
zu Dokument D1 unterscheiden sich die Verfahren dieser Anspruche dadurch, 
daB die vier angegebenen Peptide als Antigen verwendet werden. Dieser 
Unterschied fiihrt dazu, daB Antikorper erhalten werden, die mit alle bekannten 
Elastase-lsoenzyme detektieren. Die mit Anspruch 8 zu losende Aufgabe kann 
somit darin gesehen werden, ein Verfahren bereitzustellen, das die Gewinnung 
von derart kreuzreagierenden Antikorpern ermdglicht. Da die Verwendung der vier 
angegebenen Peptide aus dem Stand der Technik nicht nahegelegt zu sein 
scheint, erfullen die Anspruche 8-10 die Erfordernisse des Artikels 33(3) PCT. 
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Aus analogen Grunden konnen auch die Antikorper der Anspruch 11-12 und die 
Peptide der Anspruche 13-16 als erfinderisch im Sinne des Artikels 33(3) PCT 
angesehen werden. 



Der Gegenstand der Anspruche 1-19 scheint gewerblich anwendbar zu sein und 
erfullt somit die Erfordernisse des Artikels 33(4) PCT. 

PUNKT VIII : 

1 . Anspruch 2 wird nicht, wie in Artikel 6 PCT vorgeschrieben, durch die 
Beschreibung gestutzt, da sein Umfang aus folgendem Grund uber den 
gerechtfertigten Umfang hinausgeht: Wahrend die Beschreibung lediglich die 
Bestimmung Pankreas-Elastasen 1 , 2 und 3 offenbart, beansprucht Anspruch 2 
die Nutzung von Antikorpern, die "alle Elastase-lsoenzyme [...] erkennen". Jedoch 
werden Antikorper, die auch weitere, noch unbekannte Elastasen erkennen, durch 
die Beschreibung nicht gestutzt. 

2. Anspruch 4 entspricht nicht den Erfordernissen des Artikels 6 PCT, weil der 
Gegenstand seines Schutzbegehrens aus folgendem Grund weder klar definiert 
noch knapp gefaBt ist: Aufgrund des Ausdrucks "vorzugsweise" ist der 
kennzeichnende Teil dieses Anspruchs als rein optional anzusehen, so daf3 er 
sich nicht von Anspruch 3 unterscheidet. 
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Patentansprliche 

1. Diagnostisches Verfahren zur Erkenming einer 
Pankreasfunktionsstorung, dadurch gekennzeichnet, dafi in 
Serum, Se- oder Exkreten eines Patienten der Gesamtgehalt 
aller bekannten pankreatischen Elastasen (Isoenzyme) bestimmt 
wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , dafi die 
Bestimmung mittels immunchemischer Systeme unter Nutzung 
mono- oder polyklonaler Antikorper erfolgt, die alle 
Elastase-Isoenzyme, mit Ausnahme des Elastase-Fragmentes mit 
der Aminosauresequenz Thr-Met-Val-Ala-Gly-Gly-Asp-Ile-Arg, 
einzeln spezifisch oder kreuzreaktiv erkennen. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daii die 
eingesetzten Antikorper mittels Antigenen gewonnen werden, 
die die kompletten Elastasen 1, 2 und 3 oder Untereinheiten 
davon darstellen, wobei die Aminosauresequenz Thr-Met-Val- 
Ala-Gly-Gly-Asp-Ile-Arg als Elastase-Fragment oder eine 
immunologisch wirksame Teilsequenz davon nicht verwendet 
wird. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, da£ als 
Antigene vorzugsweise folgende synthetische Peptide verwendet 
werden, die nach Immunisierung von Tieren Antikorper 
induzieren, die kreuzreaktiv mehrere Elastasen erkennen, 
wobei sie die Aminosauresequenz Thr-Met-Val-Ala-Gly-Gly-Asp- 
Ile-Arg nicht betreffen: 

NH2-A-V-K-E-G-P-E-Q-V-I-P-I-N-C00H 

NH2-Y-T-N-G-P-L-P-D-K-L-Q-Q-A-R-C00H 

NH2-R-S-G-C-N-G-D-S-G-G-F-L-N-COOH 

NH2-G-P-L-N-C-P-T-E-D-G-G-W-Q-C00H 

NH2-G-T-E-A-G-R-N-S-W-P-S-Q-I-C00H 

NH2-H-N-L-S-Q-N-D-G-T-E-Q-Y-V-COOH 

NH2H»-G-K-T-K-T-N-G-Q-L-A-C00H 
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NH2-V-S-S-R-G-C-N-V-S-R-K-P-T-COOH 

NH2-G-G-E-E-A-R-P-N-S-W-P-W-Q-COOH 

NH2-S-S-S-R-T-Y-R-V-G-L-G-R-H-N-COOH 

NH2-K-D-W-N-S-N-Q-I-S-K-G-N-D-COOH 

NH2-G-P-L-N-C-Q-A-S-D-G-R-W-COOH 

NH2-G-A-L-P-D-D-L-K-Q-G-R-L-COOH 

NH2-S-L-Q-Y-E-K-S-G-S-F-Y-COOH 

NH2-F-G-C-N-T-R-R-K-P-T-V-F-T-COOH 

5. Verfahren nach Anspruchen 1-5 dadurch gekennzeichnet , daS 
Antikorper einzeln oder in einer Kombination in 
immunchemischen Nachweissystemen verwendet werden. 

6. Immunologische Testkits zur Diagnose und Verlauf skontrolle 
von Erkrankungen der Bauchspeicheldruse unter Verwendung von 
Stuhl oder Korperf lussigkeiten, enthaltend einen oder mehrere 
in den Anspruchen 2-5 verwendeten Antikorper. 

7. Verfahren zur Gewinnung von mono- und/oder polyklonalen 
Antikorpern, die spezifisch mit humaner Elastase 1 in Stuhl 
oder Korperf lussigkeiten reagieren und durch ubliche 
Immuni s i erungs verfahren induziert werden, dadurch 
gekennzeichnet, dafi man die Peptide A-V-K-E-G-P-E-Q-V-I-P-I-N, 
Y-T-N-G-P-L-P-D-K-L-Q-Q-A-R, R-S-G-C-N-G-D-S-G-G-P-L-N und 
G-P-L-N-C-P-T-E-D-G-G-W-Q oder immunogene Teilpeptide davon 
als Antigen zur Immunisierung von Vertebraten, insbesondere 
von Kleinsaugern und Vogeln, verwendet . 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daS man 
die freien Peptide vor der Immunisierung an geeignete 
Tragersubstanzen, vorzugsweise Hamocyanin oder Albumin 



koppelt . 
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9. Verfahren nach Anspruch 7 und 8, dadurch gekennzeichnet , 
dafi polyklonale Antikorper unter Einsatz von Huhnern als 
Versuchstieren produziert werden. 

10. Polyklonale Antikorper, sofern sie nach Anspruch 7 bis 9 
hergestellt wurden . 

11. Monoklonale Antikorpe'r, sofern sie nach Anspruch 7 und 8 
hergestellt wurden . 

12. Peptid A-V-K-E-G-P-E-Q-V-I-P-I-N 

13. Peptid Y-T-N-G-P-L-P-D-K-L-Q-Q-A-R 

14. Peptid R-S-G-C-N-G-D-S-G-G-P-L-N 

15. Peptid G-P-L-N-C-P-T-E-D-G-G-W-Q 

16. Reinigungs- und Detektionssysteme fur humane Elastase 1, 
dadurch gekennzeichnet, daS sie zumindest einen der 
erf indungsgemaSen Antikorper gemafi den Anspruchen 10 und 11 
enthalten. 

17. Immunol ogis che Testkits zur Diagnose und Verlauf skontrolle 
von Erkrankungen der Bauchspeicheldruse und der Mucoviscidose 
unter Verwendung von Stuhl oder Korperf lussigkeiten . 

18. Immunol ogis che Testkits nach Anspruch 17, dadurch 
gekennzeichnet, daS 2 unterschiedliche Antikorper verwendet 
werden ( Sandwich- ELISA) . 
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VERTRAG 0(Br DIE INTERNATIONALE ZUSAKWcNARBEIT 
AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS 



PCT 

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artlkel 18 sowie Regeln 43 und 44 PCT) 



AktBnzelchen des Anmelders Oder Anwalts 

PCT/B1oserv 06 


WEfTERES slehe MtttelJung Ober die Ubermttttung des Intematlonalen 

Recherchenbertchts (Form Watt PCT/1SA/220) sowie, sowett 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales AktBnzelchen 

PCT/DE 99/02816 


Internationales AnmeWedatum 
fTag/Monat/Jahr) 

03/09/1999 


(FrGhestes) Priorttatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

08/09/1998 


Anmelder 

PRIVATES INSTITUT BIOSERV GNBH et al . 



Dleser IntematJonaJe Recherchenberlcht wurde von der tntematlonalen Recherchenbehorde erstBltt und wtrd dem Anmelder gemaS 
Artlkel 16 Qbenrttttelt Elne Kople wlrd dem Intematlonalen BQro Obermlttelt 

Dleser IntematJonaJe Recherchertbertcfrt umfaBt Insgesamt _Z Blatter. 

|X| DarOber hlnaus Uegt Ihm Jewells elne Kople der In dlesem Berlcht genanntBn Untertagen zum Stand der Technlk bel. 



1 . Grundlage des Berichts 

a Hlnslchtllch der Sprache 1st die Internationale Recherche auf der Grundlage der Intematlonalen Anmeldung In der Sprache 
durchgetOhrt worden, In der sle etngerelcht wurde, sofem unter dlesem Punkt nlchts anderes angegeben 1st 

| | Die Internationale Recherche 1st auf der Grundlage elner bel der Be horde elngerelchten Ubersstzung der IntBmatJonalen 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefOhrt worden. 

b. Hlnslchtllch der In der IntematlonaJeh Anmeldung offenbarten Nucleotid- undfoder Aminosauresequenz 1st die Internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolte durchgefOhrt worden, das 

| | In der Irrtematlonalen Anmeldung In Schrtfllcher Form enthalten 1st 

zusammen mtt der Intematlonalen Anmeldung In computeriesbarer Form elngerelcht worden 1st 
bel der Behorde nachtragllch In schrtftllcher Form elngerelcht worden 1st 
bel der Be horde nachtragllch In computeriesbarer Form elngerelcht worden 1st 

Die Eridarung, da3 das nachtragllch elngerelchte schrrftllche Sequenzprotokoll nlcht Ober den Ofrenbarungsgehatt der 
Intematlonalen Anmeldung Im Anmeldezeltpunkt hlnausgeht, wurde vorgetegt 

Die Eridarung, daB die In computeriesbarer Form erfaBten Iriforrnatlonen dem schrrrUlchen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt 



□ 

m 
m 

□ 



2. 
3. 



| | Bestimmte AnsprOche haben sich ate nlcht rocherchlerbar erwiesen (slehe Feld I). 
| | Mangetnde Elnhertlichkert der Erfindung (slehe Feld II). 



4. Hlnslchtllch der Bezeichnung der Erfindung 

|X| wlrd der vom Anmelder elngerelchte Worttaut genehmlgt. 
| | wurde der Worttaut von der Behorde wle folgt festgesetzt 



5. Hlnslchtllch der Zusammenfaasung 

|Y| wlrd der vom Anmelder elngerelchte Worttaut genehmlgt. 

wurde der Worttaut nach Regel 38.2b) In der In Feld 111 angegebenen Fassung von der Behorde festgesetzt Der 
| I Anmelder karm der Behorde Innerhalb elnes Monats nach dem Datum der Absendung dieses Intematlonalen 

Recherclienberlchts elne Stellungnahme vortegen. 

6. Folgende AbWIdung der Zeichnungen 1st mtt der Zusammenlassung zu verofrentllchen: Abb. Nr. — 



| | wle vom Anmelder vorgescrdagen Q kelnederAbb. 

| | well der Anmelder selbst kelne Abblldung vorgeschlagen hat 
| | well dlese Abblldung cfle Erfindung besser kennzelchnet 
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A. KLASSIHZIERUNQ DES ANMELOUNQSQEQENST ANDES 
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Diagnostisches Verfahren zur Erkennung einer Pankreas- 
funktionsstorung 

Die Erfindung betrifft ein diagnostisches Verfahren zur 
Erkennung einer Pankreasf unktionsstorung • Anwendungsgebiete 
sind die Medizin und die pharmazeutische Industrie* 

Funktionsstorungen der Bauchspeicheldruse konnen das Ergebnis 
unterschiedlicher Erkrankungen sein, deren Diagnose unter 
anderem durch die Bestimmung f unktioneller Kriterien 
untermauert werden sollte. Die haufigsten Erkrankungen des 
Pankreas sind die chronisch rezidivierende und die akute 
Pankreatitis . 



Die chronische Pankreatitis ist eine schleichende progrediente 
Erkrankung, bei der das f unktionstuchtige Pankreasgewebe im 
Rahmen eines sklerotisierenden Prozesses allmahlich 
degeneriert. Sie ist charakterisiert durch ihr klinisches 
Beschwerdebild ( abdominelle Schmerzen , Steatorrhoe , 

Gewichtsverlust ) , typische morphologische Veranderungen der 
Druse ( Verkalkungen, dilatierter, unregelmaBig begrenzter 
Ductus pancreaticus) sowie einen progredienten exokrinen und 
endokrinen Funktionsverlust (Maldigestion, Diabetes mellitus). 
Die chronische Pankreatitis hat eine Inzidenz von 6 bis 8 
Neuerkrankungen pro 100 000 Einwohnern pro Jahr ^n Westeuropa. 
Die Diagnose der chronischen Pankreatitis wird wegen steigenden 
Alkoholkonsums immer haufiger gestellt. 

Zur Untermauerung klinischer und morphologischer Befunde konnen 
verschiedene funktionelle Kriterien bestimmt werden. Die 
sensitivste Analysenmethode stellt der Sekretin-Caerulin- bzw, 
Sekretin-Cholezystokinin-Test dar, der jedoch den Patienten 
stark belastet und einen hohen Zeitaufwand erfordert. Als 
indirekte Testmethoden werden Lundh-, NBT-PABA- und 
Pancreoauryl-Test angewendet. Auch die Bestiitmiung von Trypsin 
im Serum oder Chymotrypsin im Stuhl haben eine gewisse 
praktische Bedeutung. Alle diese indirekten Testmethoden haben 
den Nachteil einer ungeniigenden Spezifitat. 
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Die Bestimmung der Elastase 1 ist von alien verfugbaren 
indirekten Funktionstesten der Test mit der hochsten 
Sensitivitat und Spezifitat (Loser, C. , Therapie & Erfolg 1997; 
1:411-413). Er hat sich in den letzten Jahren fur die tagliche 
Praxis als Standard fur die exokrinen 

Pankreasfunktionsdiagnostik durchgesetzt . Grundlage fur diesen 
Test sind polyklonale Antikorpern gegen Elastase 1 (Elastase 1- 
RIA, Abbott) bzw. mono- und/oder polyklonalen Anti-Elastase-1- 
Antikdrpern, die durch Iromunisierung mit einem Antigen, das die 
Aminosauresequenz Thr-Met-Val-Ala-Gly-Gly Asp-Ile-Arg oder 
immunologisch wirksame Teilpeptide davon enthalt, gewonnen 
werden (EP 0 547 059 Bl ) . 

Pankreas-Elastase ist ein proteolytisches Verdauungsenzym. Im 
Vergleich zu den gebrauchlichen Parametern der 
Pankreasdiagnostik (z.B. Chymotrypsinaktivitat im Stuhl) hat 
die quantitative Elastase-Bestimmung entscheidende Vorteile. 
Das Enzym wird ausschlieBlich im Pankreas gebildet und weist 
eine auBergewohnliche Stabilitat wahrend der Darmpassage auf, 
d*h. , die Konzentration der Elastase spiegelt die 
Sekretionsleistung des Pankreas wieder. 

Trotz Uberlegenheit gegenuber anderen exokrinen Parametern wird 
mit dem herkommlichen Elastase 1-ELISA in zu vielen Fallen 
Pankreas-Elastase nicht nachgewiesen , obwohl sie in 
betracht lichen Konzentrationen vorhanden ist. 

Ziel der Erfindung ist daher die Entwicklung eines sensitiveren 
Verfahrens zur Erkennung einer Pankreas funktionsstorung auf der 
Grundlage des Nachweises pankreatischer Elastase. 

Durch systematische Untersuchung von Stuhlproben, die mit dem 
herkommlichen ELISA nicht auf Elastase 1 reagierten, konnten 
nach elektrophoretischer Trennung Proben hergestellt werden, 
die Elastase enthielten. Die weitere Charakterisierung ergab, 
daB es sich bei diese Proteinen um verschiedene Isoenzyme 
handelt, die of f ensichtlich mit den kommerziellen 
Testantikorpern nicht erkannt werden. Es gibt of f ensichtlich 
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fur dieses Enzym einen ausgepragten genetischen Polymorphismus , 
der sich in der Fachliteratur auch in der Beschreibung von 
Pankreas-Elastase 1, 2 und 3 widerspiegelt . Durch eigene 
Untersuchungen konnte auch nachgewiesen werden, daB zumindest 2 
Isoenzyme gleichzeitig vorkommen konnen. Es konnte auch gezeigt 
werden, daB sich diese Elastasen in ihrer 

Konzentrationsabhangigkeit zur Pankreasschadigung genauso 
verhalten, wie die Elastase 1. 

Im Gegensatz zu den bekannten Losungen, die sich auf den 
spezifischen Nachweis der Pankreas-Elastase 1 beschranken, 
wurde iiberraschenderweise gefunden, daB durch den Nachweis 
moglichst jedoch alle Pankreas-Elastase-Isof ormen , bekannt sind 
derzeit die Pankreas-Elastasen 1 , 2 und 3 , die Aussagef ahigkeit 
im Bezug auf die Pankraesf unktion entscheidend verbessert 
werden kann* Die Erfindung betrifft daher ein Verfahren^ zur 
Herstellung von anti-Elastase-Antikorpern auf tibliche Weise, 
das jedoch dadurch gekennzeichnet ist, daB die verwendeten 
spezifischen Antigene einzeln oder in Kombination alle 
bekannten Elastase-Isoenzyme oder Teilstticke von diesen oder 
kreuzreagierende synthetische Sequenzen reprasentieren. 

Teilstticke werden vorzugsweise durch Peptidsynthese gewonnen, 
wobei die Aiainosauresequenz vorher mittels strukturanalytischer 
Methoden aus der Gesamtsequenz abgeleitet oder nach 
Proteinsequenzierung ermittelt wird» Wenngleich die Peptide 
bereits allein eine Antikorperinduktion auslosen, hat es sich 
erf indungsgemaB als zweckmaBig erwiesen, diese Peptide an 
tibliche Carriersubstanzen wie Hamocyanin zu binden. Mit den 
erf indungsgemaBen Peptiden ist es moglich, monoklonale wie 
polyklonale Antikorper zu erzeugen. 

Fur die Herstellung der erf indungsgemaBen polyklonalen 
Antipeptidantikorper werden Versuchstiere wie Kaninchen , 
Meerschweinchen, Ziegen, Htihner oder Fische in bekannter Weise 
mit den Peptiden immunisiert. Fur die Herstellung monoklonaler 
Antikorper werden die Peptide in bekannter Weise fur die 
Induktion spezifischer B-Zellen verwendet, die nach 
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Fusionierung mit Myelomzellen Hybridomzellen generieren, die 
nach bekannten Klonierungsverf ahren in Zellinien kultiviert 
werden, die spezifische monoklonale Antikorper sezernieren. Die 
erf indungsgemaBen mono- oder polyklonalen Antikorper reagieren 
nur mit dem verwendeten spezifischen Epitopen bzw. mit alien 
bekannten Elastase-Isoenzymen . 

Es konnte nachgewiesen werden, daB Antikorper gegen die Peptide 
A-V-K-E-G-P-E-Q-V-I-P-I-N , Y-T-N-G-P-L-P-D-K-L-Q-Q-A-R , R-S-G- 
C-N-G-D-S-G-G-P-L-N , G-P-L-N-C-P-T-E-D-G-G-W-Q , G-T-E-A-G-R-N- 
S-W-P-S-Q-I , H-N-L-S-Q-N-D-G-T-E-Q- Y-V , W-G-K-T-K-T-N-G-Q-L-A , 
V-S-S-R-G-C-N-V-S-R-K-P-T , G-G-E-E-A-R-P-N-S-W-P-W-Q , S-S-S-R- 
T-Y-R-V-G-L-G-R-H-N , K-D-W-N-S-N-Q-I-S-K-G-N-D , G-P-L-N-C-Q-A- 
S-D-G-R-W, G-A-L-P-D-D-L-K-Q-G-R-L , S-L-Q-Y-E-K-S-G-S-F-Y , F-G- 
C-N-T-R-R-K-P-T-V-F-T , hochspezif isch mit den Isoformen der 
Pankreas-Elastase reagieren und keine unspezif ische Reaktion 
mit anderen Stuhlbestandteilen eingehen. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung der 
erf indungsgemaBen Elastase-Antikorper fiir den Nachweis und die 
Quantif izierung aller bekannter Elastase-Isoenzyme in 
Korperf Itissigkeiten und Stuhl. Die Erfindung betrifft daher 
auch Nachweissysteme , vorzugsweise ein immunchemisches 
Nachweissystem zur Feststellung der Funktionalitat des Pankreas 
als Hilfsmittel zur Erkennung von Funktionsstorungen dieses 
Organs. Dazu konnen die spezifischen Antikorper an jeden 
geeigneten Trager adsorptiv oder chemisch mit bekannten 
Kopplungsverf ahren gebunden werden. Als Trager eignen sich 
Membranen oder Partikel. Mit einem erf indungsgemaBen Sandwich- 
ELISA unter Verwendung von kreuzreaktiven oder einer 
Kombination unterschiedlicher Epitopantikorper lassen sich 
schnell und spezifisch Pankreas-Elastase in Stuhl und Serum 
bzw. Plasma nachweisen und quantif izieren. 

Er dient zur Diagnose bzw, dem AusschluB einer 
Pankreasbeteiligung bei Abdominalbeschwerden und exokriner 
Pankreasinsuf f iziens . 

Es gibt auch Falle, in denen bereits die Erfassung von Elastase 
1 genugt, urn eine sichere Diagnose von Pankreasstorungen 
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stellen zu konnen. In diesen Fallen wird das erf indungsgemaBe 
Verfahren f olgendermaBen gefuhrt: 

Die DNA-Sequenz fur humane Elastase 1 (JP 1987000276-A/6 ) wurde 
in die Aminosauresequenz libertragen. Unter Verwendung tiblicher 
Pr ot e ins trukturprogr amme konnt en mehrere Ami nosaur esequen z en 
identif iziert werden, die eine potentielle Epitopstruktur 
aufweisen. Es konnte nachgewiesen werden, daB Antikorper gegen 
die Peptide A-V-K-E-G-P-E-Q-V-I-P-I-N, Y-T-N-G-P-L-P-D-K-L-Q-Q- 
A-R , R-S-G-C-N-G-D-S-G-G-P-L-N und G-P-L-N-C-P-T-E-D-G-G-W-Q 
hochspezif isch Elastase 1 binden und keine unspezif ische 
Reaktion mit anderen Stuhlbestandteilen eingehen. 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von anti- 
Elastase-Antikorpern auf tibliche Weise, das jedoch dadurch 
gekennzeichnet ist, daB die verwendeten spezifischen Antigene 
zuvor mittels strukturanalytischer Methoden aus der 
Aminosauresequenz abgeleitet und cheiaisch synthetisiert wurden. 
Erf indungsgemaB ist es auch moglich, Teile dieser synthetischen 
Peptide fiir die Herstellung von Antikorpern zu verwenden. 
Wenngleich die Peptide allein eine Antikorperinduktion 
auslosen, hat es sich erf indungsgemaB als zweckmaBig erwiesen, 
diese Peptide an ubliche Carriersubstanzen wie Hamocyanin zu 
binden. Mit den erf indungsgemaBen Peptiden ist es moglich, 
sowohl monoklonale wie polyklonale Antikorper zu erzeugen. 
Fur die Herstellung der erf indungsgemaBen polyklonalen 
Antipeptidantikorper werden Versuchstiere wie Kaninchen, 
Meerschweinchen , Ziegen, Huhner oder Fische in bekannter Weise 
mit den Peptiden immunisiert. Fur die Herstellung monoklonaler 
Antikorper werden die Peptide in bekannter Weise fur die 
Induktion spezifischer B-Zellen verwendet, die nach 
Fusionierung mit Myelomzellen Hybridomzellen generieren, die 
nach bekannten Klonierungsverf ahren in Zellinien kultiviert 
werden, die spezif ische monoklonale Antikorper sezernieren. Die 
erf indungsgemaBen mono- Oder polyklonalen Antikorper reagieren 
nur mit dem verwendeten spezifischen Epitop bzw* der reifen 
Elastase 1 . 
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Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung der 
erf indungsgemaBen Elastase 1-epitopspezif ischen Antikorper fur 
den Nachweis und die Quantif izierung von Elastase 1 in 
Korperf liissigkeiten und Stuhl. Die Erfindung betrifft daher 
auch ein immunchemisches Nachweis system zur Feststellung der 
Funktionalitat des Pankreas als Hilfsmittel zur Erkennung von 
Funktionsstorungen dieses Organs. Dazu konnen die spezif ischen 
Antikorper an jeden geeigneten Trager adsorptiv oder chemisch 
mit bekannten Kopplungsverf ahren gebunden werden. Als Trager 
eignen sich Membranen oder Partikel. Mit einem 
erf indungsgemaBen Sandwich-ELISA unter Verwendung von je zwei 
unterschiedlichen Epitopantikorpern laBt sich schnell und 
spezifisch Elastase 1 in Stuhl und Serum bzw. Plasma nachweisen 
und quantif izieren. 



WO 00/14542 



7 



PCT/DE99/02816 



Ausfuhrungsbeispiel 1 - Herstellunq spezifischer anti-Peptid- 
Antikorper, die aeaen definierte Abschnitte der reifen humanen 
Elastase 1 aerichtet sind. 

Mittels Festphasensynthese nach Merrifield werden die Peptide 
mit den Aminosauresequenzen NH-.-A-V-K-E-G-P-E-Q-V-I-P-I-N-COOH , 
NH 2 -Y-T-N-G-P-L-P-D«K-L-Q-Q-A-R-COOH, NH 2 -R-S-G-C-N-G-D-S-G-G- 
P-L-N-COOH und NH 2 -G-P-L-N-C-P-T-E-D-G-G-W-Q-COOH 

synthetisiert. Die Peptide werden mit bekannten Verfahren an 
Napfschneckenharoocyanin (KLH) gekoppelt (1 mg Peptid/mg KLH) . 
Je 300 /ig dieses Konjugates werden unter Zusatz von Freundschen 
Adjuvants fur die Iramunisierung von Kaninchen bzw. Huhn 
verwendet. Nach 3roaliger Vakzination werden die Tiere 
entblutet. Niach Gewinnung des Serums wird die Spezifitat der 
Antiseren in einem ELISA getestet. Dazu wird freies Peptid an 
die Oberflache der Kavitaten von Mikrotiterplatten adsorbiert. 
Nach Inkubation der Kavitaten mit den Antiseren werden diese 
griindlich gewaschen. Unter Verwendung von Antikaninchen- bzw. 
Antihuhn-POD-Kon jugat und TMB als Substrat werden in iiblicher 
Weise die Antigen-Antikorperreaktion detektiert. Jedes 
Antiserum reagiert nur mit dem homologen Peptid. 

Ausfuhrungsbeispiel 2 - Nachweis der Spezifitat der 
erf indungsqemaBen Antikorper 

Die Elastase 1 - Spezifitat kann im Westernblot nachgewiesen 
werden. Dazu werden grob- bzw. hochgereinigte Elastase 1 aus 
Stuhl mittels Polyacrylamidgel-Elektropherese entsprechend 
ihrer relativen Molmasse von begleitenden Verunreinigungen 
getrennt. Die Proteinzonen aus dem Gel werden mit Hilfe einer 
iSemidry-blotting * x -Apparatur auf Nitrozellulose tibertragen . 
Nach Absattigung der freien Bindungsstellen der Membran mit 
resuspendierter Trockenmagermilch werden die Membranen mit den 
1 : 500 verdunnten ant i-Pept id-Ant iseren inkubiert. Nach 
int nsiven Waschen der Membranen zur Entfernung aller 
unspezifisch gebundenen Antikorper werden die Membranen mit 
Phosphatase - markierten anti-Kaninchen-Antikorpern inkubiert. 



WO 00/14542 



8 



PCT/DE99/02816 



Die spezifisch gebundenen sekundaren Antikorper, die nach 
Waschen auf der Membran verblieben, werden nach Zugabe des 
Substrates sichtbar gemacht. Dabei zeigt sich, daB in den 
verwendeten Proben ausschlieBlich Elastase nachgewiesen wurde. 

Ausfuhru nasbeispiel 3 - Bestimmuna der Elastase 1 in Stuhl 

VHTter Verwenflurtg der erf indunasaemaBen Antikorper in einem 

ELISA 

Die Elatase 1 in Serumproben oder in Stuhlproben wird in einem 
Festphasen-Enzymimmunoassay , der auf der Sandwichtechnik 
basiert, bestimmt. Ein polyklonaler Antikorper, der gegen 
Epitope der Elastase 1 gerichtet ist, wird in einem 
Karbonat/Bikarbonat-Puf f ergemisch, pH 9,6 gelost und in die 
Wells einer Mikrotiterplatte gegeben. Nach der Inkubation bei 4 
°C iiber 12 h werden die nicht gebundenen Antikorper durch 
Waschen mit PBS entfernt. Die noch freien Bindungsstellen des 
Tragermaterials werden durch einen PBS-Puffer, der Ethanol-amin 
und Tween 20 enthalt, geblockt. Das Blocken findet bei 
Raumtemperatur uber 90 min statt. Nach dem Waschen werden die 
in PBS verdtinnten Serum- bzw. Stuhlproben in die Wells 
pipettiert. Die 60-minutige Inkubation bei Raumtemperatur wird 
durch Waschen beendet. Ein zweiter Elastase 1 spezifischer 
polyklonaler Antikorper, der mit Biotin konjugiert ist, wird zu 
der an den ersten Antikorper gebundenen Elastase gegeben. 

Nach einer Inkubation von 3 0 Minuten und dem WaschprozeB wird 
der biotinmarkierte Antikorper mit Peroxidase-kon jugiertem 
Streptavidin nachgewiesen. Durch den letzten Waschschritt 
erfolgt die Beseitigung des nicht gebunden Streptavidins. 
AnschlieBend wird TMB als Substrat fur die Peroxidase 
dazugegeben und nach einer definierten Zeit wird die 
Farbreaktion durch Zugabe von HC1 abgestoppt. Gemessen wird die 
Anderung der optischen Dichte. Die Intensitat der Farbreaktion 
ist proportional der Elastase 1-Konzentration der Probe. 
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Ausfuhrunasbeispiel 4 - Herstellung spezifischer anti-Peptid- 
Antikorper. die aegen definierte Abschnitte von Isoformen der 
Pankreas -Elastase aerichtet sind. 

Mittels Festphasensynthese nach Merri field werden die Peptide 
mit den Aminosauresequenzen A-V-K-E-G-P-E-Q-V-I-P-I-N, Y-T-N-G- 
P-L-P-D-K-L-Q-Q-A-R , R-S-G-C-N-G-D-S-G-G-P-L-N , G-P-L-N-C-P-T- 
E-D-G-G-W-Q , G-T-E-A-G-R-N-S-W-P-S-Q-I , H-N-L-S-Q-N-D-G-T-E-Q- 
Y-V, W-G-K-T-K-T-N-G-Q-L-A, V-S-S-R-G-C-N-V-S-R-K-P-T , G-G-E-E- 
A-R-P-N-S-W-P-W-Q , S-S-S-R-T-Y-R-V-G-L-G-R-H-N , K-D-W-N-S-N-Q- 
I-S-K-G-N-D, G-P-L-N-C-Q-A-S-D-G-R-W, G-A-L-P-D-D-L-K-Q-G-R-L , 
S-L-Q-Y-E-K-S-G-S-F-Y , F-G-C-N-T-R-R-K-P-T-V-F-T synthetisiert • 
Die Peptide werden mit bekannten Verfahren an 
Napf schneckenhamocyanin (KLH) gekoppelt (1 mg Peptid/mg KLH). 
Je 300 /il dieses Konjugates werden unter Zusatz von Freundschen 
Adjuvants fur die Immunisierung von Kaninchen oder Huhn 
verwendet. nach dreimaliger Vakzination werden die Tiere 
entblutet. Nach Gewinnung der Antikorper (Reinigung iiber 
Protein A-Saule bzw. f raktionierte Fallung) wird ihre 
Spezifitat in einem ELISA getestet. Dazu wird freies Peptid an 
die Oberflache der Kavitaten von Mikrotiterplatten adsorbiert. 
Nach Inkubation der Kavitaten mit den homologen bzw. 
heterologen Antikorpern werden diese griindlich gewaschen. Unter 
Verwendung von Anti-Kaninchen- bzw. Anti-Huhn-POD-Kon jugaten 
und TMB als Substrat werden in iiblicher Weise die Antigen- 
Antikorper-Reaktionen detektiert. Jeder Antikorper reagiert nur 
mit dem homologen Peptid. 

Ausf uhrunqbei spiel 5 - Nachweis der Spezifitat der 
erf indungsqemaBen Antikorper 

Die Spezifitat der Antikorper fur verschiedene Isoforraen der 
Pankreas-Elastase kann im Western-Blot nachgewiesen werden. 
Dazu werden grob- und hochgereinigte Elastaseproben aus Stuhl 
und Pankreassaf t mittels Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
entsprechend ihrer relativen Molmasse von begleitenden 
Verunreinigungen getrennt. Die Proteinzonen aus dem Gel werden 
mit Hilfe einer "semi-dry M -Blottingapparatur auf Nitrozellulose 
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ubertragen. Nach Absattigung der freien Bindungsstellen der 
Membran mit resuspendierter Trockenmagermilch werden die 
Membranen mit den jeweiligen vorverdiinnten anti-Peptid- 
Antikorper alleine oder in unterschiedlicher Kombination 
inkubiert. Nach intensive** Waschen der Membranen zur Entfernung 
aller unspezifisch gebundener Antikorper werden die Membranen 
mit alkalischer Phosphatase-markierten anti-Kaninchen- 
Antikorpern in einer vorher ermittelten Konzentration 
inkubiert. Die spezifischen sekundaren Antikorper, die nach dem 
Waschen auf der Membran verbleiben, werden nach Zugabe von 
Substrat sichtbar gemacht. Dabei zeigte sich, das in alien 
Proben mit einzelnen Antikorpern oder Antikorpergemischen 
Elastase detektiert werden kann, jedoch nicht jeder Antikorper 
alle Isoformen detektiert. 

Ausfuhru ncrsb^ispiel $ - Bestimmuna der Pankreas-Elastase in 
Stuhl und Serum unter Verwenduna der erf indunasaemaBen 
Antikorper . 

Die Elastase in Serum, Plasma oder Stuhl wird mit einem 
Festphasen-ELISA, der auf der Sandwichtechnik basiert, 
bestimmt. Dazu werden einzelne oder ein entsprechendes Gemisch 
mehrerer der erf indungsgemaBen Antikorper in einem 
Karbonat/Bikarbonat-Puf f ergemisch, pH 9,6 gelost und in die 
Wells einer Mikrotiterplatte gegeben. Nach Inkubation bei 4 °C 
werden die nicht gebundenen Antikorper durch Waschen mit PBS 
entfernt. Die noch freien Bindungsstellen des Tragermaterials 
werden durch einen Ethanolamin/Tween 20-PBS-Puf f er geblockt. 
Das Blocken findet bei Raumtemperatur liber 90 Minuten statt. 
Nach dem Waschen werden die in PBS verdunnten Serum- bzw. 
Stuhlproben in die Wells pipettiert. Die 60minutiger Inkubation 
bei Raumtemperatur wird durch Waschen beendet. Als 
Detektionsantikorper werden einzelne oder ein entsprechendes 
Gemisch aus mehreren erf indungsgemaBen Antikorpern verwendet, 
die mit Biotin konjugiert wurden. Nach einer Inkubation von 30 
Minuten und dem WaschprozeB wird der Biotin-markierte 
Antikorper mit Peroxidase-kon jugiertem Streptavidin 

nachgewiesen. Durch den letzten Waschschritt erfolgt die 
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Beseitigung des nicht gebundenen Streptavidins. AnschlieSend 
wird mit TMB als Substxat die Peroxidasekonzentration bestimrat. 
Nach Zugabe von HC1 zur Beendigung der Enzymreaktion wird die 
Anderung der optischen Dichte gemessen. Die Intensitat der 
Farbreaktion ist proportional der Elastase-Konzentration in der 
Probe . 
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Patentanspruche 

1. Diagnostisches Verfahren zur Erkennung einer 
Pankreasfunktionsstorung, dadurch gekennzeichnet, daB in 
Serum, Se- oder Exkreten eines Patienten der Gesamtgehalt 
aller pankreatischen Elastasen (Isoenzyme) bestimmt wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , daB die 
Bestimmung vorzugsweise mittels immunchemischer Systeme unter 
Nutzung mono- oder polyklonaler Antikorper, die alle 
Elastase-Isoenzyme einzeln spezifisch oder kreuzreaktiv 
erkennen, mit Ausnahme der Aminosaureseguenz Thr-Met-Val-Ala- 
Gly-Gly-Asp-Ile-Arg , erf olgt . 

3. Verfahren nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, 
daB die eingesetzten Antikorper mittels Antigenen gewonnen 
werden, die die kompletten Elastasen 1, 2 und 3 oder 
Untereinheiten davon darstellen mit Ausnahme der 
Aminosaureseguenz Thr-Met-Val-Ala-Gly-Gly-Asp-Ile-Arg oder 
einer immunologisch wirksamen Teilseguenz davon. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB als 
Antigene synthetische Peptide verwendet werden, die nach 
Immunisierung von Tieren Antikorper induzieren, die 
kreuzreaktiv mehrere Elastasen erkennen, mit Ausnahme der 
Aminosaureseguenz Thr-Met-Val-Ala-Gly-Gly-Asp-Ile-Arg. 

5. Verfahren nach Anspruch 1-4 dadurch gekennzeichnet, daB 
vorzugsweise folgende synthetische Peptide verwendet werden 
NH2 -A- V-K- E-G-P-E-Q- V- I-P-I -N-COOH 
NH2-Y-T-N-G-P-L-P-D-K-L-Q-Q-A-R-COOH 
NH2-R-S-G-C-N-G-D-S-G-G-P-L-N-COOH 
NH2-G-P-L-N-C-P-T-E-D-G-G-W-Q-COOH 
NH2-G-T-E-A-G-R-N-S-W-P-S-Q-I-COOH 
NH2-H-N-L-S-Q-N-D-G-T-E-Q-Y-V-COOH 
NH2-W-G-K-T-K-T-N-G-Q-L-A-COOH 
NH2-V-S-S-R-G-C-N-V-S-R-K-P-T-COOH 
NH2-G-G-E-E-A-R-P-N-S-W-P-W-Q-COOH 
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NH2-S-S-S-R-T-Y-R-V-G-L-G-R-H-N-COOH 

NH2-K-D-W-N-S-N-Q-I-S-K-G-N-D-COOH 

NH2-G-P-L-N-C-Q-A-S-D-G-R-W-COOH 

NH2-G-A-L-P-D-D-L-K-Q-G-R-L-COOH 

NH2-S-L-Q-Y-E-K-S-G-S-F-Y-COOH 

NH2-F-G-C-N-T-R-R-K-P-T-V-F-T-COOH 

6. Verfahren nach Anspriichen 1-5 dadurch gekennzeichnet , 
daB Antikorper einzeln oder in einer Kombination in 
immunchemischen Nachweissystemen verwendet werden. 

7. Immunologische Testkits zur Diagnose und Verlauf skontrolle 
von Erkrankungen der Bauchspeicheldriise unter Verwendung von 
Stuhl oder Korperf lussigkeiten , enthaltend Antikorper gemaB 
den Anspriichen 2-6. 

8. Verfahren zur Gewinnung von mono- und/oder polyklonalen 
Antikorpern, die spezifisch mit humaner Elastase 1 in Stuhl 
oder Korperf lussigkeiten reagieren und durch libliche 
Immunisierungsverf ahren dadurch gekennzeichnet, daB man die 
Peptide 

A-V-K-E-G-P-E-Q-V-I-P-I-N , Y-T-N-G-P-L-P-D-K-L-Q-Q-A-R , 

R-S-G-C-N-G-D-S-G-G-P-L-N und G-P-L-N-C-P-T-E-D-G-G-W-Q oder 
immunogene Teilpeptide davon als Antigen zur Immunisierung 
von Vertebraten, insbesondere von Kleinsaugern und Vogeln, 
verwendet . 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB 
man die freien Peptide vor der Immunisierung an geeignete 
Tragersubstanzen, vorzugsweise Hamocyanin oder Albumin 
koppelt . 

10. Verfahren nach Anspruch 8 und 9, dadurch gekennzeichnet, 
daB polyklonale Antikorper unter Einsatz von Hiihnern als 
Versuchstieren produziert werden. 

11. Polyklonale Antikorper, sofern sie nach Anspruch 8 bis 
10 hergestellt wurden. 
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12. Monoklonale Antikorper, sofern sie nach Anspruch 8 und 9 
hergestellt wurden. 

13. Peptid A-V-K-E-G-P-E-Q-V-I-P-I-N 

14. Peptid Y-T-N-G-P-L-P-D-K-L-Q-Q-A-R 

15. Peptid R-S-G-C-N-G-D-S-G-G-P-L-N 

16. Peptid G-P-L-N-C-P-T-E-D-G-G-W-Q 

17. Reinigungs- und Detektionssysteme fur humane Elastase 1, 
dadurch gekennzeichnet , daB sie zumindest einen der 
er f indungsgemaSen Antikorper enthalten. 

18. Immunologische Testkits nach Anspruch 17 zur Diagnose 
und Verlaufskontrolle von Erkrankungen der 
Bauchspeicheldruse und der Mucoviscidose unter Verwendung 
von Stuhl oder Korperf liissigkeiten. 

19. Immunologische Testkits nach Anspruch 16 und 17, dadurch 
gekennzeichnet , daB 2 unterschiedliche Antikorper verwendet 
werden ( Sandwich-ELISA ) . 




Patent Claims 

1. Diagnostic procedure for the recognition of a disorder of 
pancreas function - characterised by determining the overall 
content of all pancreatic elastases (iso-enzymes) in the serum, 
secretions or excretions of a patient. 

2. Procedure according to claim 1, characterised by determination 
preferably by means of immuno- chemical systems using monoclonal 
or polyclonal antibodies that recognise all elastase- iso- 
enzymes individually and specifically or cross-reactively , with 
the exception of the amino-acid sequences Thr-Met-Val-Ala-Gly- 
Gly-Asp- lie -Arg . 

3. Procedure according to claims 1 and 2, characterised by the 
fact that the antibodies used are obtained by means of antigens 
consisting of the complete elastases 1, 2 and 3 or sub-units 
with the exception of the amino-acid sequence Thr-Met -Val -Ala- 
Gly-Gly-Asp-Ile-Arg or of an immunologically effective partial 
sequence thereof . 

4. Procedure according to claim 3, characterised by the fact that 
synthetic peptides are used as antigens. After the immunisation 
of animals, they induce antibodies which cross-reactively 
recognise several elastases, with the exception of amino-acid 
sequences Thr-Met -Val -Ala-Gly-Gly-Asp- lie -Arg . 

5. Procedure according to claims 1-4, characterised by the fact 
that primarily the following synthetic peptides are used 

NH2 -A-V-K-E-G-P-E-Q-V-I-P-I -N-COOH 
NH2-Y-T-N-G-P-L-P-D-K-L-Q-Q-A-R-COOH 
NH2-R-S-G-C-N-G-D-S-G-G-P-L-N-C00H 
NH2-G-P-L-N-C-P-T-E-D-G-G-W-Q-C00H 
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6. Procedure according to claims 1-5, characterised by the fact 
that the antibodies are used singly or in conjunction with an 
immuno- chemical identification system. 

7 . Immunological test kit's for the diagnosis and progress check 

of diseases of the pancreas using samples of stool or body 
fluids containing antibodies according to claims 2-6. 

8 . Procedure for obtaining monoclonal and/or polyclonal 

antibodies that react specifically with human elastase 1 in 
stool or body fluids and by common immunisation procedures 
characterised by the fact that the peptides 

A-V-K-E-G-P-E-Q-V-I-P-I-N, Y-T-N-G- P-L- P-D-K-L-Q-Q-A-R , 

R-S-G-C-N-G-D-S-G-G-P-L-N and G- P-L-N-C- P-T-E-D-G-G-W-Q or 
immunogenic partial peptides thereof as antigens are used for 
the immunisation of vertebrates, especially of small mammals 
and birds. 

9. Procedure according to claim 8, characterised by the fact that 
before immunisation the free peptides are coupled with 
suitable carrier substances, ideally haemocyanine or albumin. 
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10. Procedure according to claims 8 and 9 , characterised by the 
fact that polyclonal antibodies are produced using chickens as 
experimental animals . 

11. Polyclonal antibodies, insofar as they were produced 
according to claims 8 to 10. 

12. Monoclonal antibodies, insofar as they were produced 
according to claims 8 and 9 . 

13. Peptide A-V-K-E-G-P-E-Q-V-I-P-I-N 

14. Peptide Y-T-N-G-P-L- P-D-K-L-Q-Q-A-R 

15. Peptide R-S-G-C-N-G-D-S-G-G-PtL-N 

16. Peptide G-P-L-N-C-P-T-E-D-G-G-W-Q 

17. Purification and detection systems for human elastase 1, 
characterised by the fact that contain at least one of the 
invention antibodies . 

18. Immunological test kits according to claim 17 for the 
diagnosis and progress check of diseases of the pancreas and 
of the mucoviscidose using stool and body fluids. 

19. Immunologogical test kits according to claims 16 and 17, 
characterised by the fact that 2 different antibodies are 
used. (Sandwich-ELISA) . 
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